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METHODE DE TITR.AGE D'UNE COMPOSITION \aFLALE COMPLEXE 

L'invention conceme le domaine des compositions virales , plus particulierement 
rinvention est relative a une methode pour determiner, dans une composition 
5 contenant differentes especes ou types de virus vivants, la quantite de vims de 
chacune des especes, ou plus paniculierement de chacun des serotypes dune espece 
donnee de virus. 

On connaTt dans I'art anterieur, des methodes pour doser dans une composition virale, 
10 la quantite de chaque espece ou de chaque type de virus. Les methodes habituellement 
utilisees consistent a neutraliser, au moyen d'anticorps polyclonaux les virus que Ton 
ne souhaite pas doser, puis a determiner la quantite du virus restant. C'est notamment 
ce qui se produit iorsqu'on veut determiner dans une composition vaccinale contre la 
polio, la quantite de virus vivants attenues presente pour chacun des types I, II ou III. 

15 Cependant, il n'est pas toujours possible de metire en oeuvre de telles methodes car il 
est parfois difficile, voire impossible, de neutraliser certains des virus presents dans la 
composition sans interferer avec le virus que Ton veut doser, notamment lorsqu'il 
s'agit de titrer une composition vaccinale comprenant plusieurs serotypes d'un virus 
paniculier, tel que le virus de la Dengue par exemple. II n'y a en effet pas d'anticorps 

20 poiyclonaux specifiques des types ; quant aux anticorps monoclonaux capables de 
reconnaitre specifiquen^ent un type donne, ils son: sou\'eni non suffisamment 
neutralisants , parfois meme, on ne connalt pas d'anticorps monoclonal neutralisant. 
Or, dans cenains cas, et notamment dans I'industne des vaccms, il est necessaire de 
produire des compositions virales comprenant differentes especes ou differents 

25 serotypes d'une espece de \'irus dans un proportion parfaitement definie. De plus, les 
exigences pharmaceutiques imposent de pouvoir cnsuite controler quantitati vement, 
de fagon fiable, la composition des produits fabnques 

II est done souhaitable de pouvoir disposer dc methodes permettant de titrer, sans la 
30 moditler, une composition virale complexe. 
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dosage de chaque type ou espece de vinjs au moyen d'un anticorps monoclonal 
specifique. 

La methode selon Tinvention s'applique a une composition comprenant plusieurs 
especes differentes de virus, et/ou plusieurs serotypes a rinterieur d'une meme espece. 
II peut notamment s'agir des virus responsables de la poliomyelite, de la rubeole, des 
oreillons, de la rougeole, de la Dengue, ou encore des rotavirus. Les compositions 
comprenant ces virus peuvent etre des compositions vaccinales, dans lesquelles les 
virus bien qu'ayant une virulence attenuee, sont maintenus vivants. II peut ainsi s'agir 
par exemple d'une composition vaccinale comprenant les trois serotypes du virus de la 
polio ou d'une composition comprenant les quatre serotypes du virus de la Dengue. 
La methode selon Tinvention est panicuiierement interessante lorsqu'il s'agit de virus 
tres proches antigeniquement et dent la neutralisation dun serotype entraine, par 
reaction croisee, la neutralisation des autres serotypes. 

Selon I'mvention, on procede a la propagation des virus presents dans la composition 
a tester, a differentes dilutions, sur des cellules permiissives aux virus mais n'induisant 
pas d'interference virale. On a pu ainsi utiliser des cellules Vero. 



Les cellules sont disposees dans des cupules de plaques adaptees a la culture de 
cellules puis inoculees avec des suspensions virales, 

Le milieu de culture utilise pour la propagation viraie est un milieu classique adapte 
suivant la nature des cellules utilisees et du virus a titrer. Apres un temps d'incubation 
qui varie selon le virus (par exemple une semaine pour le virus de la Dengue), a la 
temperature optimale de croissance du virus sous atmosphere de CO,, les sumageants 
de cultures cellulaires sont elimines ; les cellules sont ensuite fixees, par exemple au 
moyen d'acetone refroidi. 



30 Pour chacune des dilutions realisees, on deicnrnne ensuite la quantite de v ; 
presents grace a un anticorps monoclonal specifique de I'espece ou du serotype se n 
le titrage realise. La reaction est revelee par un aniicorps anti-espece marque a la 
fiuoresceine ou au moyen d'un substrat adapte au lest ELISA. Le titre viral est 
determine par la methode Spearman et Karber et expnme en dose infectant 50 % des 

35 cultures cellulaires (CCID^o), 
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On precede de la meme fac^on, en parallels, avec chaque anticorps monoclonal 
specinque de I'espece ou du type de virus que Ton souhaite titrer dans la composition 
virale. 

5 On peut ainsi, grace a cette methode, titrer chaque serotype present dans la 
composition virale, et ceci de fa^on surprenante, sans que I'un des serotV7:)es soit 
predominant sur !es autres. 

Exemple 

10 

Titrage de quatre compositions vaccinales monovalentes comprenant chacune un 
serotype du vipjs de la Dengue, et d'une composicion preparee extemporanement par 
melange en quantite egale des quatre com.posiiioriS m.onovalenies testees. 

I 5 On effectue ie titrage sur des m.icro-plaques 96 puits de la maniere suivante : 

on realise des dilutions successives de chacune des compositions, grace a du milieu 
de culture N^CEiVI, comprenant 5 % de Serjm de Veau Foetal et 2 g/1 de 
bicarbonate de sodium, 

- on mocule les suspensions virales ainsi obtenues a des celiules Vero (Ref. ATCC : 
20 CCLSIVERO) en couches etablies de 1 jour, a raison de d:x cupules par dilution, 

Chaque valence des suspensions m.onovalentes e: de la com.posiiion tetravalente est 
t:*ree sur au moins une plaque 96 puits 

- on incube ensuite une semame a 36"^ C sous 5 Vo de CC^^, 

- on elimine les sumageants de culture cellulaire et on fpie les cellules sur les plaques 
25 a I'acetone a - 20^ C, 

c-n detectc ensuite la presence de \'irus ^race a un an[;:orns monoclonal spcciucii^e 
du serotN'pe present cans ia con^position \acc;na!c Les anticoros utilises sent issus 
d'hybridomes foumis par le CDC (^Center ofE'iseasc Control, Atlanta, USA) 
Le serotype international 1 est m.arque par ranticorps issu de rhybndonve 
3 C J D 2 - i F i - 3 
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- on revele la reaction grace a un anticorps anti-IgG de souns marque a la 
fjuoresceine. 

La lecture est realisee au niicroscope a fluorescence. On compte pour chaque dilution 
5 le nombre de cupules presentant au moins un foyer de cellules infectees 
(fluorescentes). 

Le litre du produit correspond a la dilution mduisan: une attemte de 50 % des nappes 
cellulaires (soit 50 % des cupules) et est calcule par !a methode de Spearman er 
Karber. II est exprime en logjQ de CCJD^q. 

0 

Chacun des dosages etant effectue deux fois, on obtient le tableau des resultats 
suivants 





1 

Type 1 


Tvr)e 2 


Type 3 


Type 4 


t 

Monovalents : 










epreuve 1 


3.6 




5,1 


-,6 


eoreuve 2 


3,S 




5.7 


2,9 


Melange tetravalenc : 










epreuve 1 


3,0 




5,6 


1,9 


eoreuve 2 


3 , 3 


4,6 


5 2 





On remarque que les resultats obtenus sent conformes aux resuilais aitendus ; la 
difference de titre obsePv^ee dans le melange teLravaient pour chaque type de virus 
varie environ de 0,5 logjQCCIDjQ, ce qui correspond a la dilution au 1/4 realisee pour 
chaque serotype lors de la realisation du melange. 

Am si, selon I'inventi on, i! est possible de dcser ch.acun des serotypes present dans une 
composition virale, au moyen d'anticorps monocionaux nor neutraiisants sans 
induction d interference entre ies differents scrots'oes 
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Revendicaiions 

1. Methode pour determiner, dans une connposition contenant differentes especes ou 
types de virus vivants, la quantite de vims de chacun des types ou especes de virus, 
caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

propagation des vinas de chaque type ou espece sur des cellules pemiissives aux 
virus mais n'induisant pas d'intenerence virale, 

dosage de chaque type ou espece de virus au moyen d'un anticorps monoclonal 
specifique. 

2. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que la propagation est 
effectuee sur des celtuies Vero. 

3. Methode selon une des revendications precedentes. caracterisee en ce que la 
15 composition contenant differentes especes ou types de virus vivants est une 

composition vaccmaie. 

4. Methode selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce que la 
composition contenant differentes especes ou types de virus vivants est une 

20 composition contenant quatre serotypes de virus vivants actenues de la Dengue. 

5. Methode selon une des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que la composition 
contenant differentes especes ou types de virus vivants est une composition 
contenant trois serot)'pes de virus vivants attenues de la polio. 

25 

6 Methode selon une des re\'end!cat:ons i a 3, car2C[en5ee e:: ce qi:e la composit icn; 
contenant dinerentes esneccs o:; tN'nes dc v::v:s v:v?.r.\'> est une comnos;t ic? " 
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CateqoDe "I Identification des documents cftes. avec.le cas ccneant. l'in<:3icationdes odssages pertinents 



EP 0 279 563 A (NAT RES 
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voi r page 5 , 1 i gne 22 - 



DEV) 24 acut 1983 
1 1 gne 30 



SIMANTINI ET AL : "Epiotcpe mapping of 

dengue I virus E glycoprotein using 

monocl onal antibodies" 

ARCH. VIROLOGY, 

vol. 140, no. 7. 1995, 

pages 1257-1273, XP002050424 

voir le document en entier 

OERVELL ET AL: "The effects of monoclonal 
antibodies against the 
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ARCH. VIROLOGY, 
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pages 1-15. XP002050425 

voir le document en entier 
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TRAITE D^COPERATION EN MATIERE DE BffEVETS 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

PM 9704 


POUR SUITE notification de transmission du rapport de recherche Internationale 
(formulaire PCT ISA'220) et. le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande internationale n 

PCT/FR 98/00678 


Date du depot \nterr\at\ona\(jourmois^annee) 

03/04/1998 


(Date de prionte (la plus ancienne) 

fjour moiS/annee) 

04/04/1997 


Deposant 

PASTEUR MERIEUX SERUMS ET VACCINS et al . 



Le present rapport de recherche Internationale, etabti par radministration chargee de la recherche Internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'articte 18. Une copieen est transmise au Bureau international. 


Ce 


raCDOrt de ror-homho intArnptjnn;:ilA romnrend Q feuiltes 

t-r- , ■ - 






II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a Tetat de la technique qui y est cite. 


1. 


□ 


II a ete estime que certaines revendicatlons nepouvalent pas faire Tobjet d'une recherche(voir le cadre 1) 


2 


□ 


II y a absence d'unite de l'lnventlon{voir ie cadre II) 


3. 


□ 


La demande internationale contient la divulgation d'un listage de sequence de nucleotides oud'acides amines et la 

recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage de sequence 






□ 


depose avec la demande internationale 






□ 


fourni par le deposant separement de la demande internationale 

1 [ sans etre accompagnee d'une declaration selon laquelle il n inclut pas d'elements 
allant au-dela de la divulgation faite dans la demande internationale telle 
qu'elle a ete deposee. 






□ 


transcnt par radministration 


4. 


En ce qui concerne le titre. i )( | 


le texte est approuve tel qu il a ete remise parle deposant 






□ 


Le texte a ete etabh par radministration et a la teneur suivante: 


5. 


En ce qui concerne I'abrege, 








!XI 

□ 


le texte est approuve tei qu n a ete remis par ie deposant 

le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par radministration conformement a la 
regie 38 2b) Le deposant peut presenter des observations a I'admtnistration dans un delai 
d un mois a compter de la date d'expedition du present rapport de recherche internationale 



parce Que rette fiqure '^aractense r>iieu x l in .er^ti' 
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hande Internationale No 

PCT/FR 98/00673 



A CLASSEMENT DE L OBJET DE LA DEMANDS 

CIB 6 G01N33/569 C12Q1/06 C12Q1/70 



Selon la classification Internationale des brevets tCIB) ou k la fois selon la classification nattonale et la CIB 

B. DOMAiNES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PQRTE 

Documentation minimale consultee (syst^me de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 6 GOIN C12Q 



Documentation consultee autre que la documentationminimale dans la mesure ou ces documents reinvent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche internationa'e (nom de la base de donnees, et si celaest realisable, termes de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categone Identification des documents cites, avec.le cas echeant, l indicationdes passages pertinents 



no des revendications visees 



FR 2 694 022 A (INT MYCOPLASMA) 28 Janvier 
1994 

voir revendications 1-8 

FR 2 511 702 A (PASTEUR INSTITUT) 25 
fevrier 1983 

voir revendications 1-10 

voir page 3, ligne 31 - page 4, ligne 29 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 018, no. 596 (P-1825), 14 novembre 

1994 

& JP 06 222062 A (TEIJIN LTD), 12 aout 
1994, 

voir abrege 

-/- 
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Voir la suite du cadre C pour la tinde la iiste des documents 



Les documents de ^lmllles de brevets sont indiquesen anne)<9 



Ca'egories speciaies de documents cites' 

A document defmissant I'etat general de latechmque non 
considere comme particulierement perlinent 

E document anterieur. mais publie A la date dedepot international 
ou apr^s cette date 

L document pouvant jetsr un doute Gur une revendcation de 
pnonte ou cite potjr determiner la date depublication d une 
autre citation ou pour une raison speciale ftelte qu indiquee) 

C jocument se referant a une divulgation orale. 5 un usage, a 

.>ne exposition ou tous autres moyens 
^' J mont publt*^ avant date de depotmternaticnal nnats 



document ulteneur pubiie apres la date de depot international cu a 
date de pnonte et n appartenenant pas a t etat de la 
•echnique pertinent, mais cite pour comprendre le c'l'^^ipe 
ou la theorie constituant la base del invention 

document particulierement pertinent: 1 invention revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
.r,ventive par rapport au document ccncidere isolement 

document particulierement pertinent: I'lnvention revendiquee 
ne peut etre consideree comme impliquant uneactivite inventive 
'or^que le document estassocie a un ou plusieurs autres 
:joc^ments de meme nature, cette compinaison etant evidente 
pour une personne du metier 
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C. (suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric Identification des documents cites, avec.le cas echeant. t indicationdes passages pertinents 



no aes revendicatioris viS'?es 



EP 0 279 563 A (NAT RES DEV) 24 aoQt 1988 

voir revendi cati ons 1-3 

voir page 5, ligne 22 - I1gne 30 

SIMANTINI ET AL: "Epiotope mapping of 

dengue 1 virus E glycoprotein using 

monocl onal ant 1 bodies " 

ARCH. VIROLOGY, 

vol . 140, no. 7, 1995, 

pages 1257-1273, XP002050424 

whole document 

OERVELL ET AL: "The effects of monoclonal 

antibodies against the 

hemagglutinin-neuraminidase and fusion 

protein on the release of Sendai virus 

from infected eel 1 s" 

ARCH, VIROLOGY, 

vol . 86, no. (1-2), 1985, 

pages 1-15, XP0G2050425 

whole document 
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69311552 
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EP 


0649473 
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26-04-1995 














ES 
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WO 
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03-02-1994 


FR 


2511702 
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25- 
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1983 
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613012 
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CA 


1335790 
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06-06-1995 
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26-05-1994 














DE 
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04-08-1994 
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16-07-1994 














GB 


2202327 


A,B 


21-09-1988 
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US 
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TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BR8VET9UN 1999 



PCT 



WlPO 



PCT 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 

mandataire 

PM 9704 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande internationale n" 
PCT/FR98/00678 


Date du d^pot international (jour/mois/annee) 
03/04/1998 


Date de priority (jour/mois/ann4e) 
04/04/1997 


Classification internationale des brevets (GIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
G01N33/569 


Deposant 

PASTEUR MERIEUX SERUMS ET VACCINS et al. 



1 . Le present rapport d'examen prelinninaire international, etabli par radnninistaration chargee de I'exannen prelinninaire 
international, est transnnis au deposant contormennent a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT connprend 6 feuilles, y connpris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'exannen prelinninaire international (voir la regie 70.1 6 et rinstruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes connprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I S Base du rapport 

II □ Priorite 

III [-] Absence de fornnulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 

d'application industrielle 

IV t"^ Absence d'unite de I'invention 

V Is Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 

d'application industrielle; citations et explications a Tappui de cette declaration 

VI ^-^ Certains documents cites 

VII S Irregularites dans la demande internationale 

VIII S Observations relatives a la demande internationale 



Nom Gt adresse postal© de I administration chargee 
I examen preliminaire international 

J Office europeen des brevets 
BO?-S Munich 



Fonctionnaire autonse 



r'--iu;a'^- PCT |Pf-A 409 ) feuille de cc-u verdure jan.i^' '^-^-l 





RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR98/00678 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 

I 'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a /'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 -4 version initiale 

Revendlcations, N"": 

1-6 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendlcations, n°^ : 

□ des dessins, feuilles : 

□ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

allant au-dela de {'expose de ('invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1 . Declaration 

Nouveaute Oui • Revendlcations 2-6 



Non : Revendlcations 1 



Activite inventive 



Oui : Revendicatlons 

Non ■ Revendicatlons 1-6 
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2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregularites dans la demande internationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont taites au sujet de la ciarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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Section V: 

1 . II est fait reference aux documents suivants: 

D1 FR-A-2 694 022 

D2 FR-A-2 511 702 

D3 Patent Abstract of Japan, P-1825 & D4 JP-A-06 222 062 

D5 Arch. Virol. 1995, 140, 1257-1273 

2. Application industrielle: 

Le contenu des revendications 1-6 est susceptible d'application industrielle. 

3. Nouveaute: 

Le document D1 decrit un procede d'amplification d'agents infectieux. Des cellules 
Vero prealablement infectes par des mycoplasmes sont utilisees dans le but de 
mettre en evidence par dosage immunologique la presence de virus HSV dans un 
echantillon (cf. D1, resume, page 3, ligne 10; page 5, lignes 1-27; revendications 
7 et 8). 

Le document D2 decrit des anticorps monoclonaux permettant de differencier les 
types de poliovirus, et plus precisement Torigine naturelle ou vaccinale des dits 
virus (cf. D2, page 1 , lignes 1 -6; page 2, lignes 1 4-22). Les anticorps et les virus 
sont prealablement melanges et I'activite virale residuelle est ensuite evaluee par 
rinfection de cellules HEp-2; differentes combinaisons d'anticorps permettent ainsi 
de typiser le virus (cf. D2, pages 14-15, exemples 1 et 2). 

D3 expose une methode permettant de detecter la capacite infectieuse d'un 
specimen de virus. La detection est basee sur I'emploi d'un anticorps monoclonal 
dans un systeme ELISA standard. Ce document mentionne I'utilisation d'un 



de U3, qui sent apparemmeni ditterentb, bufU oetecteb qudf ititauvt^rrit^i n cx\n < ut. 
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calculer le titre d'anticorps neutralisants. Cette etape de D3 est done assimilable a 
un dosage immunologique par anticorps monoclonal des types ou especes de 
virus contenus dans un melange. 

Alors que D1 et D2 ne mentionnent pas I'emploi d'un melange de virus et se 
differencient done du eontenu des revendieations 1-6 de la presente demande, le 
document D3 semble quant a lui contenir toutes les earacteristiques de la 
revendication 1 de la presente demande. Cette revendication ne satisfait done pas 
aux conditions enoncees dans I'article 33 (2) PCT. 

Les caracteribiiques additionnelles contenues dans les revendieations 2-6 ne sent 
pas mentionnees dans le document D3 et les dites revendieations sont done 
nouvelles comme requis par I'article 33 (2) PCT. 



4, Aetivite inventive: 



Le document D3, qui est considere comme I'etat de la technique le plus proche, 
decrit une methode permettant de doser la quantite de differents virus dans un 
melange (voir ci-dessus, point 3). 

Les revendieations 2-6 deerivent des methodes similaires permettant d'evaluer la 
quantite de serotypes ou types de differents virus presents dans un melange (ef. 
page 1 , ligne 31 - page 2, ligne 7). 

Le probleme que se propose de resoudre la presente invention dans les 
revendieations 2-6 peut done etre considere comme etant la mise au point 
d'alternatives a la methode deerite dans D3. 

La solution proposee dans la revendication 2 eonsiste en I'utilisation de cellules 
Vero. Cette solution est triviale pour Thomme du metier ayant connaissance de D3 
puisque ce document demontre que la co-culture de differents virus est possible 



done pas consideree comme inventive comme requis par i'article 33 (3) PCI 
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L'utilisation de cette technique pour doser les serotypes dans un vaccin est une 
application evidente pour I'homme du metier, alors que la selection des virus de la 
Dengue, de la polio ou de rotavirus n'implique pas en soi d'activite inventive. De 
plus, les outils permettant leur differentiation sont decrits dans les documents D5 
(Dengue), D2 (polio), alors que la mise au point d'anticorps monoclonaux contre 
les rotavirus est une procedure standard et non-inventive pour I'homme du metier. 

Les revendications 2-6 ne sont done pas inventives comme requis par I'article 33 
(3) PCT. 

£- 1 

O. OUI IOIUC5IUI I. 

Si le demandeur desire dans une phase posterieure nationale ou regionale 
surmonter les objections relatives a la nouveaute et a I'activite inventive faites ci- 
dessus, une traduction du document D4 dans la langue de la presente procedure 
serait probablement indispensable. 

Section VII 

Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas 
I'etat de la technique anterieure pertinent expose dans les document D3/D4 et ne 
cite pas ces documents. 

Section VIII 

La revendication 1 de la presente demande ne satisfait pas a I'article 6 PCT. La 
dite revendication definit invention par le resultat recherche: "...n'induisant pas 
d'interference virale,..". II est improbable que toutes les cellules employees pour la 
culture de virus in vitro presentent cette propriete et ainsi, I'homme du metier ne 
possedent pas toutes les informations necessaires a la realisation de I'invention, 
Ho'/ro o-ffnntiir^r r^oc o Y H T 1 m p p t q 1 1 OP Q c^t jpnlpmpntr^irps Aipsl le orobleme 

dit probleme ne sont pas presentes (cf. Directives C-lll 4.7 PCT). 



1 



TRAf^DE COOPERATION EN MATIE^DE BREVETS 



KERTJEIS, Danieie 

PASTEUR MERIEUX Serums et Vaccins 

Direction Propriete Industrielle 

58, avenue Leclerc 

F-69007 Lyon 

FRArJCE 




N DE TRANSMISSION DU 
^PPORT D'EXAMEN PRELiMlNAIRE 
INTERNATIONAL 

(regie 71.1 du POT) 



Date d'expedrjon 



1 0. GS. 99 



Reference du dossi-?r du deposant ou du mandataire 
PM 9704 



NOTIRCATX^N IMPORTANTE 



Demande Internationale No. 
PCT/FR98/00678 



Date du depot international (jour/mois/annee) 
03/04/1998 



Date de pnonte (jourmois/annee) 
04..'04/1997 



Deposant 

PASTEUR MERIEUX SERUMS ET VACCINS et al. 



1. i! est notifie au deposant que radnninistration chargee de I'exarTien prelinninaire international a etabli le rapport 
d'examen preliminaire international pour la dennande intemationale et le (ui transnnet ci-joint, acconnpagne. le 
cas echeant, de ces annexes. 



2. Une copie du present rapport et, le cas echeant, de ses annexes est transnnise au Bureau international pour 
com.munication a tous les offices elus. 



3, Si tel ou te! office elu I'exige, le Bureau international etablira une traduction ^n langue anglaise du rapport (a 
re:'CIusion des annexes de celui-ci) et la transmetira aux offices interesses. 



4. RAPPEL 

Pour aborder la phase nationale aupres de chaque office elu, le deposant doit accomplir certains actes (depot 
de traduction et p-iiemer^t des taxes nationale s) dans le delai de 30 rr.ois a ::om.nte^ de la date de nnori+e ('ou 
plus tard pou*" ce qui concern e certains offices) ' article 39.1 i i vot aussi le racoel o^v/ jye car !^ Bc-^a: j 
int- rna*!onal dans le forn^uiair- PC 103.301) 

Lo;rqu'une trac:.: tion de ia cernanoe :r iterr"^a' lonale colt vtre rva^;^-:- a a:- je ^ ... 
traduction de toute annexe du rapport d'examen preliminaire international. I' aopar^ 
traduction en cue st ion et de la remettre direct ernent a chaque office elu i at a "esse. 



e-O au deposant d'etab'ir la i 
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i 
i 
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TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 

PCT 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossie'- du deposant ou du 
manda:aire 

PM 9704 


voir !a notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER prelimmaire international {formulaire PCT/IPE A.''4 1 5) 


Demande Internationale n'' 
PCT/FR98/00678 


Date du deQot international (jolt mois/annee) 
03/04/1 998 


Date de prion te (jounmois/arne^) 
04/04/1997 


Classification Internationale des brevets (CI3) ou a la fois classification nationa.'e et CI3 
G01N33/569 
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1 . Le present rapport d'examen preltminaire international, etabii par i'adniiristaration chargee de Texa.nnen p^eii.n-inaire 
international, est transnnis au deposant confor.-nement a i'a.-^icle 35. 



2. Ce RAPPOR i comprend 6 feuilles, y compris !a presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuil'es de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
5te modifiees et qui senyent de base au present raapcrt ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de Texamen preli.n^inaire Internationa! {voir la regie 70.15 et I'instruction 507 des Instructions 
adnninistratives du PCT). 

Ces annexes co.n^prennent feuilles. 
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Demande mt 



e ri^ at lo n a ie n P C T-' r R 93/005 / 3 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres {les feuilles de remplacsment qui ont ete remises a 
I 'o flic e recspteur en reponse a une invitation fa ile co n to rmement a i 'articie 14 so nt cons ide rees. da ns le p re sent 
rapport, comme "initiaiement depose es" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elies ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 -4 version initiale 



Revendications, N": 

1 -6 version initiale 



2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 
• "□ des revendications, n^^ : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de Tinvention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci^aores 
{regie 70.2(c)) : 



4. Obsepyations complementaires, !e cas echeant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute. I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrietle; citations et explications a I'appui de cette declaration 




^Jon ■ Hev-:'ncl:c:i*'ons 
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2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregularites dans la demande internationale 

Les irregularites suivantes. concemant !a forme ou le contenu de la demande internationale, ont ete constatees ; 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les obsen/ations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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Section V: 



1. II est fait reference aux docurTients suivants: 

D1 FR-A-2 694 022 

D2 FR-A-2 51 1 702 

D3 Patent Abstract of Japan, P-1825 & D4 JP-A-06 222 062 

D5 Arch. Virol. 1995. 140, 1257-1273 

2. Application industrielle: 

Le contenu des revendications 1-6 est susceptible d'application industrielle. 

3. Nouveaute: 

Le document D1 decrit un precede d'amplification d'agents infectieux. Des cellules 
Vero prealablement infectes par des mycoplasmes sont utilisees dans le but de 
mettre en evidence par dosage immuno:ogique la presence de virus HSV dans un 
echantillon (cf. D1, resume, page 3, ligne 10; page 5, lignes 1-27; revendications 
7 et 8). 

Le document D2 decrit des anticorps monoclonaux permettant de differencier les 
types de poliovirus, et plus precisement I'origine naturelle ou vaccinale des dits 
virus (cf. D2, page 1 , lignes 1-6; page 2, lignes 1^-22). Les anticoros et les virus 
sont prealabiement melanges et i'ac'iv/e vira'e residuelle es: ensu:te evaluee car 

de typ^sor 'e virus (cL D2. pages %^-^5, 9xe:^c'vS ■ et 2L 

D3 e>:D05e une m,ethoae perme::an' ce oeiec'e^ .a capac;:e irifec:.;euse d'un 
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calculer le titre d'anticorps neutralisants. Cette etape de D3 est done assimilable a 
un dosage tmmunologique par anticorps monocional des types ou especes de 
virus contenus dans un melange. 

Alors que D1 et D2 ne mentionnent pas I'emplo; d'un melange de virus et se 
differencient done du contenu des revendications 1-6 de la presente demande, le 
document D3 semble quant a lui contenir toutes les caracteristiques de la 
revend.ication 1 de la presente demande. Cette revendication ne satisfait done pas 
aux conditions enoncees dans Tarticle 33 (2) PCT. 

Les caracteristiques additionneNes contenues dans les ''evendications 2-6 ne sont 
pas mentionnees dans le document D3 et les dites revendications sont done 
nouvelles comme requis par I'article 33 (2) PCT. 

A. Activite inventive; 

Le document D3, qui est eonsidere comme I'etat de la technique le plus proehe, 
decrit une methode permettant de doser la quantite de differents virus dans un 
melange (voir ci-dessus, point 3). 

Les revendications 2-6 decrivent des methodes simi'aires permettant d'evaiuer ia 
quantite de serotypes ou types de differents virus presents dans un melange (cf. 
page 1 , ligne 31- page 2, ligne 7). 

nventicn dans ies 
an: .a mise au point 

La solu::C'n proposee dans ia revendication 2 ^ons^ste en i'utilisation de celiuies 
Vero. Cette solution est triviale pour Thomme du merer avar^t connaissance de D2 
-^J'SQue :e cocume^: demont^e aue la co-cj :uro ::e ::'^:e'e'^:s virus es: oossid'o 



Le probieme que se orooose de resoud^e la cr£ 
revendications 2-6 oeut done etre consioere 
c'alternat'ves a la metr^cde oecrite dans D3. 
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L'utilisation de cette technique pour doser les serotypes dans un vaccin est une 
application evidente pour I'homme du metier, alors que la selection des virus de la 
Dengue, de la polio ou de rotavirus n'implique pas en soi d'activite invent. ve. De 
plus, les outils permettant leur differentiation sont decrits dans les documents D5 
(Dengue), D2 (polio), alors que la mise au point d'anticorps monoclonaux centre 
les rotavirus est une procedure standard et non-inventive pour rhomme du metier. 

Les revendications 2-6 ne sont done pas inventives comme requis par I'article 33 
(3) PCT. 

5. Conclusion: 

Si le demandeur desire dans une phase posterieure nationale ou regionale 
surmorter les objections relatives a la nouveaute et a I'activite inventive faites ci- 
dessus, une traduction du document D4 dans la langue de la presente procedure 
serait probablement indispensable. 

Section VII 

Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas 
I'etat de la technique anterieure pertinent exoose dans les document D3/C'4 et ne 
cite pas ces documents. 

Section VIII 

Gite revenOiCaiion aermi: i'.nvention par ie resL^ita: recnercne: '...n ;ndui5an: pas 
d'interferen :e virale,..". II est improbaole que tou'es les cellu:es employees pou^ 'a 
culture d e virus in vitro p r e s e n t e n t cette p r o r i e t e e t a ! n s i , I'homme d u metier n 9 
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1. This international preliminar> examination report has been prepared b> this international Preiimmar> Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36 


2. i'his Rr:P(3R I 


consists of a total of 6 sheets, including this cover sheet 


□ 


i his repon is also accompanied b\ ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of sheets. 


3. This repon contains indications relating to the following items: 


i 


□ 


Basis ot' the report 


ii 


□ 


Priorit\ 


iil 


□ 


Non-establishment of opinion w ith regard to no\ ell> . inv entive step and industrial applicabilitN 


iV 


□ 


Lack of units- of invention 


\ 


□ 


Reasoned slalcmciU under .Article 3 5(2) \\\{\\ regard to iu)\clt\. in\cnti\c step or industrial applicabilit\ : 
citatuMis and explanaluuiN sufiporting Mich slatcnicnl 


\'\ 


□ 


C\Ttain documents cited 


\'il 




Certain defects m the internal lonal application 


Viil 


□ 


Certain obser\ations on the international application 



1 Lirof^can Paicni ( M ll l c 
[)-8f}2'^S Munich, (iermarr. 



T 
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InierrKilionai applicaiion No 

PCT'FRQS 00678 



I. Basis of the report 



1 . This repon has been drasvn on ihc basis oUReplucen^en^ sheers .HuH hure heen n.nusHeJ .....w., OtUcc response u> a. .nrnunon 

under Arucle 1 4 are referred ^n Uns repon as ' or^^,naUy fded' and are not annexed to the repon ..u , thev do not conuun amendments , 



I I the international application as original l\ tiled 
1^ > J the descriptK>n. pages 

pages 

pages 



. as original!) filed. 

, filed \Mth the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 



[ X ] the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-6 



. as originally filed. 

- as amended under Article 19, 

, filed with the demand. 

. filed with the letter of 

. filed \Mth the letter of 



I [ the drawings. 



sheets 'fig 
sheets/Tig 
sheets/fig 
sheets/ fie 



. as original 1> filed. 
. Hied with the demand. 
, filed w ith the letter of 
, i1Ied w ith the letter of 



2. The amendments ha\e resulted in the cancellation of 

□ 

the description, pages 

□ 

the claims, Nos, 



□ 

the drauines. sheets Tie 



3. O ^ ^^^ ^^'P^^ ^^"^^ established as if (some oO the amendments had not been made, smce thex hax e been considered 
to go be\ond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 7().2(c)). 



4. Additional observations, if necessars 
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\. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
No\elt> (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-6 



Y ES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. The followinq documents are referred to herein: 



Dl 
D2 
D3 



FR-A-2 694 022 
FR-A-2 511 702 

Patent Abstracts of Japan, P-1825 & D4 : JP-A-06 



222 062 

D5: Arch. Virol. 1995, 140, 1257-127?. 
Industrial applicability 

The content of claims 1-6 is industrially 
applicable . 

Novelty: 

DC'Cument Dl aescribes a method for a::;plifying 
infectious agents. Vero cells previously infected 
with mycoplasmata are used to detect the presence of 
HSV m a samp'le by means of an imLmunoassay (cf. Dl, 
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specifically the natural or vaccinal origin thereof 
(cf. D2, page 1, lines 1-6; page 2, lines 14-22). 
The antibodies and viruses are pre-mixed then the 
residual viral activity is evaluated by HEp-2 cell 
infection. Various combinations of antibodies thus 
enable the virus to be typed (cf. D2 , pages 14-15, 
examples 1 and 2) . 



D3 discloses a method for detecting the 
infectiousness of a virus specimen. Detection is 
based on the use of a monoclonal antibody in a 
standard ELISA system. This document mentions the 
use of a mixture containing the sp^ecimen and a 
virus, whereby the neutralising antibody titre may 
be determined. Therefore, it appears that the two 
organisms of D3, which appear to be different, are 
quantitatively detected in order to calculate the 
titre cf neutralising antibodies. This step of D3 
may thus be considered to be equivalent to a 
monoclonal antibody immunoassay of tne types or 
species of virus contained in a mixture. 

Whereas Dl and D2 do not mention the use of a virus 
mixture and thus differ from the cc-nrent of claims 
1-6 of the present application, document j3 does 
appear to contain all of the features of claim 1 of 
the re sent application. Therefore, ihis claim^ fails 
to comply with the requirements of P IT Art icle 
35 (2 ) . 
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Document D3, which is considered to be the closest 
prior art, describes a method for assaying the 
amounts of various viruses in a mixture (see above, 
P'oint 3 ) . 

Claims 2-6 describe similar methods for evaluating 
the amc>unts of serotypes or types of various viruses 
present in a mixture (cf. page 1, line 31 to page 2, 
line 7) . 

The problem that the present invention aims to solve 
in claims 2-6 may thus be considered to be that of 
aeveloping alternatives to the methcd described in 
D3. 

The solution proposed in claim 2 comprises the use 
cf vero cells. This solution is unremarkable for a 
person skilled in the art aware of L'3, since this 
document shows that co-culturinq various viruses is 
quantitatively possible. As vero cells are widely 
used in virus cultures, their use is merely one of a 
plurality of options that a person skilled in the 
art might select (cf. the PCT Guidelines, C-IV, 8.8 
(CI) (i)). Therefore, this claim is not considered to 
comply with the requirement cf mverrive step of PCT 
Arr icle 33(3). 

The use of this technique to assay serotypes in a 
vaccine is an obvious application fcr persons 



::umen *. 
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antibodies to rotaviruses is a standard and non- 
inventive procedure for persons skilled in the art. 

Therefore, claims 2-6 are not inventive ( PCT Article 
33(3)). 

5 . Conclus ion : 

If, in any subsequent national or regional phase, 
the applicant wishes to overcome the objections 
raised above with regard to novelty and inventive 
step, a translation of document D4 into the language 
of the present procedure will probably be necessary. 
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\'I1. Certain defects in the international application 



Ihc follouing defects in the form or contents of the international apphcation have been noted; 



Contrary to the requirement of PCT Rule 5.1 (a) (ii), the 
description does not indicate the relevant prior art 
disclosed in documents D3 and D4 , and does not cite these 
document s . 
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Certain observations on the international application 



I he tbllouing obser\ ations on the c!arit> of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are TulK 
SLjpponed b> the description, are made: 

Claim 1 of the present application fails tc comply with 
PCT Article 6. Said claim defines the invention in terms 
C'f the result to be achieved: inducing no viral 

inoerference . It is unlikely that all of the cells used 
iz>r the in vitro virus culture have this prc-perty. 
Therefore, a person skilled in the art would not have all 
of the information needed to carry out the invention and 
would have to carry out additional experiments. It follows 
tnat the technical problem ot the present applicaLiun has 
net been solved by the claim in its present form, since 
the technical features required to solve said problem are 
not present (cf. the PCT Guidelines, C-III, 4.7). 
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